

























































































肝移植において,脳 死移植法が制定 された現在でも ドナー不足は深刻な問題で
ある.そ こで,肝 移植に代わる新たな治療法 として,人 工肝臓の開発,肝 細胞移
植の開発,ま た近年,劇 的に進歩 した遺伝子工学による遺伝子治療が試みられて
きた.
人工肝臓は,臓 器移植の ドナー不足を補うために肝機能を代行する目的で開発





試み られている.Cuevasらは平板型の透析器 内に凍結保存 しておいたブタ肝細
胞を注入 しモジュールを用いてBALの作製を行 った4).また,Fledrigらは,ホ ロ
ーファイバーとポ リエステルの不織布を組み合わせて酸素の供給を装置内で行え
るモジュールを用いて,肝 不全動物を用 い,ア ンモニアや ビリル ビン濃度の上昇
抑制や生存率が改善することを報告 して いる5).しか しなが ら,現 在でも実際の
臨床 において人工肝臓は画期的な効果を もたらすまでには至 っておらず,ま た大
型装置を必要 とするため煩雑な準備や,限 定 された条件下で しか装置を扱えない
など問題点がある.そこで肝不全 に陥った患者に対 して体外から肝細胞を移植 し,
肝機能を回復させる肝細胞移植が研究されている.
細胞移植の利点としては臓器移植と比較 して以下の3点 がある.臓 器移植は,
深刻な ドナー不足の問題に加え,複 雑な手術を伴 うため患者への負担が大きい,
臓器の凍結保存ができない,な どの問題点がある.そ れに対 し,細 胞移植は,1)
臓器移植よ り患者の負担が少ない,2)細胞は凍結保存が可能であ り利便性が高い,
3)患者 自身の細胞を生体外に取 り出したあと,欠 損機能を補い生体内に戻す こと
ができる(exVIVOgenetherapy),などの利点がある.さ らに肝細胞移植は,遺
伝性代謝疾患,慢 性または急性肝不全,肝 癌補充療法などの肝疾患治療への応用
が可能である.し か し,肝 細胞移植の問題点としては,以 下の2点 がある.1)移
植する肝細胞の供給源 と移植するまでの肝細胞機能の低下,2)移 植する方法,で
ある.そ こで,移 植する肝細胞の供給源 としては,生 体中の組織幹細胞,ま たは
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造血幹細胞,骨 髄間葉系幹細胞などが注 目されている.い くつかの研究グループ
が,こ れ らの幹細胞が成熟 した肝細胞へ と分化することを報告 している6-1°).こ
の ことよ り,近 い未来,肝 細胞移植の供給源 となることが期待できる.し か し,
培養 した肝細胞は細胞機能が維持できず低下するという問題がある.2点 目の移
植する方法は,こ れ までの基礎研究では,マ ウスの脾臓または門脈か ら肝臓 に肝
細胞を移植すると,2週 間肝細胞の機能が持続 し,肝 不全治療 に有効である可能
性が報告 されている11-13).しかし,門 脈および脾臓か ら肝細胞を移植すると門脈
塞栓や虚血肝不全の危険性が生 じるため移植する細胞数には限界がある.そこで,
これまでに肝細胞を高密度に充填 した3次 元担体を腹腔内に移植 した生体内異所
性肝組織の構築が試み られてきた.Higashiyamaらは,生 体親和性があり,拒 絶
反応の少ない多孔性 ヒ ドロキシアパタイ トデ ィスクを用い,肝 細胞を充填 し,ア
ルブミン分泌を しないnagaseラッ トの腹腔 内に移植 したところ血中アルブミン
濃度が上昇 した と報告 した14).そこで本研究では多孔性 ヒドロキシアパタイ トデ
ィスクを用 いた肝細胞移植において,さ らに肝細胞機能を高く維持させ肝疾患 に:夢
対 し有効な治療法と して用いるために,肝 細胞と他の細胞との混合培養法に着 目渉
した。肝細胞 と肝非実質細胞との混合培養 においては,肝 細胞機能の良好な維持
が報告されている15).しか し,肝 臓由来の肝非実質細胞は,生 体にわずか しかな塗
く採取数 に限界がある.そ こで生体中に多数ある骨髄細胞に着 目した.特 に骨髄惹
中にある骨髄間質細胞は,造 血幹細胞が様々な血球系の細胞に分化 ・増殖するの
を多種類の液性因子を放出することによって支持 している.ま た,骨 髄間質細胞
はヒ ドロキシアパタイ トへ壁着 し,良 好 に伸展をする16).これ らのことよ り,本
研究の第1章 では,骨 髄間質細胞から放出される因子に着目し,invitroにおいて
肝細胞と骨髄 間質細胞の混合培養をおこない,肝 細胞機能を高 く維持することを
を試みた.さ らに多孔性 ヒ ドロキシアパタイ トディスクを用い,肝 細胞と骨髄間
質細胞を肝炎モデルマウスへ移植 し,有 効性の検討を行った.
一方,近 年,遺 伝子工学の劇的な進歩 により,多 くの遺伝子疾患の原因遺伝子





院においてADA欠 損症患者に対 して遺伝子治療が行われ,活 発に臨床研究が行わ
れている.
遺伝子治療は臓器移植と比較 して,遺 伝子をウイルスベクターな どを用いて
体内へ遺伝子導入(inVIVOgenetherapy)を行うことができる.こ れ によって,
生体に対 して低侵襲性の手術で体に負担が少ないという利点がある.そ こで,ウ
イルスベクターなどを用 いて生体内へ 目的の遺伝子を導入 し,肝 細胞 に必要な機
能を付加することで,肝 疾患に対 しての効果が期待 されている.
現在まで,肝 疾患に対 しての基礎的な遺伝子治療の研究 は,腹 水な どを伴 う重
度肝硬変,肝 炎を標的として,障 害肝に目的遺伝子を導入することで,肝 臓が本
来持 って いる潜在的再生能力を促 し臓器再生を試みる検討が行われている.特 に
肝細胞増殖因子(HGF)を 用いた遺伝子治療の基礎研究においては,重 度肝硬変
モデル動物の肝線維化が寛解 し,延 命ができることが報告 されている17,18).この
ように慢性肝炎や肝硬変に対 して遺伝子治療は劇的に改善できる可能性がある.
これ に対 して,急 性の肝疾患に対しては,唯 一,HwangらがHGF遺 伝子をアデ
ノウイルスベクターで導入 し,チ オアセ トアミ ドを用いて誘導 した急性肝疾患マ
ウスに対 して肝保護効果があることを報告 しているだけである19).しか し,サ イ
トカインのHGFは,生 体で強発現すると腫瘍細胞が出現する との報告2°)がある.
そ こで,本 研究では,生 体内へ導入する遺伝子 として,肝 細胞に有効に働き,
かつ安全性の高い遺伝子に着 目した.CCAAT/enhancerbindingproteinβ(CIEBP
β)は 肝切除時に発現が誘導 される転写因子であ り,正 常な肝細胞の増殖 には必
須と考えられている21,22).また,Thioredoxin(TRX)は細胞内Redox制御 に関
与 し,抗 アポ トーシス作用を持 ち,Tsutsuiらによってラッ ト初代培養肝細胞のア
ポ トーシスとネクローシスを抑制することが報告されている23,24).これ らのこと







胆汁の生成 ・分泌,解 毒作用などを担っており,肝 臓 内で中心的役割を果たす細
胞である2).
肝細胞はinvivoにおいては旺盛な増殖能を有するにもかかわらず,invitroにお
いては,ほ とん ど増殖せず,一 般的培養法では,数 日間の内にその細胞機能を消
失 して しまう.こ のために,バ イオ人工肝臓の開発,ま た肝細胞移植を実際にlrua:°,
床応用するためにはinvitroにおいて肝細胞の機能維持が必要となる.そ こで,こ 。
の問題を解決するために,多 くの肝細胞培養方法が検討 されてきた.培 養デ ィッ
シュを用いた単層培養 を基本 とし,培 地へ種々のホルモン,成 長因子などを添加婁
し,加vitroで肝細胞の機能発現と長期間の維持が試みられたが,人 工肝臓や肝細芸
胞移植に臨床応用 されるまでには至 って いない.ま た,物 理的に肝臓の構造をin
vitroで模倣 し,肝 細胞の機能発現を維持するために,ホ ローファイバー,マ イク
ロキャリアーを用いた工学的な培養方法がある3-5,25,26).工学的培養方法は,培 養
デ ィッシュを用いた単層培養 と比較 し,肝 細胞機能を長期間維持できたが,日 数
が経つと肝細胞機能は低下 し,実 際に臨床で成果は上が らなかった.そ こで,さ
らに生体内においての肝臓の微少環境を模倣するために,肝 細胞 と肝非実質細胞
との混合培養が試み られた15).肝細胞と肝非実質細胞の混合培養の結果,肝 細胞
単独培養と比較 し肝細胞機能の良好な維持が報告されている.こ の機能維持 は,
肝非実質細胞か ら放出される様々な因子が関係 していると考えられる.し か し,



















第2節 実 験 方 法
第1項 ラ ッ ト肝 実 質細 胞 の 単離 及 び 調 製
SpragueDawley系雄性ラッ ト(体重,150～250g)を用い,Seglenのコラゲ
ナーゼ潅流法を基本 とし,肝 実質細胞を単離 した28).50×g,1分間の遠心分離
を3回 繰 り返 し,得 られた沈殿を肝細胞画分とし血球計算盤を用いて細胞数を算
出した.ト リパンブルー色素排除法によ り細胞生存率を測定 し,生 存率90%以 上
の細胞を実験に使用 した.ウ イ リアムスE培 地(ICN)に1001UlmLペニシリン,
100μglmLストレプ トマイシン,2.5μglmLアムホテ リシンB液 を添加 した基本
培地(HFSF)へ10%牛胎児血清(FBS),10-9Mデキサメタゾン,10-9Mインシ
ュリンを添加 した培地(IDSA)を使用 し,37℃,5%CO2下で培養を開始 した.
第2項 骨髄 間質 細 胞 の 単 離及 び 調 製
SpragueDawley系雄性ラッ ト(体重,150～250g)の大腿骨より,22Gシ リ
ンジを用い,骨 髄細胞を採取 した.孔 径100%imナイロンメ ッシュを用い,細 胞
を濾過 したあと,α 一MEM培地(Sigma)に100iu/mLペニシリン,100μglmL
ス トレプ トマイシンを添加 した培地を基本培地とし,10%牛胎児血清(FBS)を
添加 し,37℃,5%CO2下で培養を開始 した.培 養開始24時 間後に培地交換を行
い,そ の後は2日 毎 に培地交換をコンフルエ ン トになるまで行った.
第3項 細 胞 の培 養 方法
骨髄間質細胞は,細 胞培養用プレー トに骨髄細胞を2×10scells/cmzの密度で播
種 し,培 養液を交換 して血球系の細胞を取 り除き,培 養を継続 した.そ して,骨




105cells/cm2の密度で播種 し培養 して,骨 髄間質細胞がコンフルエン トの窿に,
細胞培養用プレー トに1×105cells/cm2の密度で播種 した肝細胞 と細胞間接触を
伴わないものを共培養とした.単 離 した肝細胞を細胞培養用プレー ト(FALCON)
に1×105cellslcm2の密度で播種 しcontrolとした.各 培養では,培 養開始6時 間
目まではIDSAで培養を行い、その後はHFSF+10%FBS(HFSA)で培養を行っ
















第4項 肝 細 胞 尿 素合 成能 測 定
培養 している細胞の上清を採取 し,ジアセチルモノオキシム法29)にて測定 した.
第5項 肝 細 胞 アル ブ ミ ン分 泌 能 測 定
肝細胞の培養上清とrata量buminstandard(1,0.5,0.25,0.125,0.0625,0
μglmL)をELISA用96穴プレー トに50uLず つ添加 し,4℃で一晩放置 してア
ルブミンをプレー トの底に吸着 させた.次に溶液を捨て,1%ゼ ラチンを含むPBS
を加えて室温で2時 間放置 してブロッキングを行った.0.05%Tween20を含む
PBSで3回 洗浄 した後,peroxidase標識付き抗ラッ トアルブミン抗体を100μL
ずつ添加 し,室温で2時 間静置 し,アルブミンと結合させた.その後,0.05%↑ween
20を含むPBSで5回 洗浄 した.調 製 した発色液を200μLずつ添加 して直ちに .
遮光 し,そ のまま約10分 間静置 した.10分 後,反 応液がおおよそ橙色に発色 しζ
ているのを確認 し,そ こで6NHCIを50μLず つ添加 して反応を停止させた.プ
レー トリーダーで,吸 光度492.Onmを測定 した.
第6項 骨 髄 間 質 細 胞conditionedmedium(BCM)の作 製
骨髄間質細胞は細胞培養用プ レー ト上でコンフルエ ン トになったものを用 いた.
BCMの調製方法は,培 養液を α一MEM培地か らHFSA培地に交換 して,こ の培養
上清を用いた.BCMの 調製時間は,共 培養などの培養を始める肝細胞播種と同時
に開始 した.そ の後は,肝 細胞培養と平行してBCMを 調製 した.









また,デ ータの解析には,付 属のソフ トCellQuestを用いた.
第9項 肝 炎 マ ウス への 骨 髄 間質 細 胞 と肝 細 胞 の 共移 植
肝炎マウスの作製方法は,Balb/cマウス(♂,6週 齢)を 用い,CCI、をオ リー
ブオイル(WAKO)に 溶解 し,腹 腔へ投与した.CCI、の投与量は1.OmI/kg,週2
回投与を行った.ま た,飲 み水にフェノバル ビタール(SIGMA)を溶解させ,継
続的に与えた.フ ェノバル ビタールの投与量は0.2591Lであった.
連通管構造を持つ多孔性 ヒドロキシアパタイ トデ ィスク(lnterpore)をオー ト
クレープ滅菌 し,細 胞培養用プレー ト上で骨髄細胞を2×106cells播種 し,約2週
間培養を行った後,こ のアパタイ トディスクに肝実質細胞を遠心法(4℃,50Xg,
1分間)に て高密度充填を行った.充 填後6時 間IDSAで培養を行 ったあとにCCI4
とフヱノバル ビタールを4週 間投与 した肝炎マウスの腹部にアパタイ トディスク
を1個 移植 した.移 植後2週 目に採血を行い,遠 心分離(550×g,5分間)に よ
り血清を得た.ア ルブミン量はELISA法を用いて測定を行った.
第10項 統 計解 析 方法




第1項 骨髄間質細 胞の肝 細胞viabilityへの影 響
肝細胞と骨髄間質細胞の共培養 における肝細胞数を培養2,4,6日 目に測定を
行った.肝 細胞 と骨髄間質細胞の混合培養の肝細胞数は,肝 細胞 と骨髄間質細胞
の見分けができないために測定を行わなか った.Fig.2に肝細胞数の測定結果を
示 した.Controlとして肝細胞単独での単層培養,肝 細胞 と骨髄間質細胞の共培養,
また,BCMを 用いた肝単層培養における肝細胞数を示 した.培 養2日 目か ら6日
目において,共 培養における肝細胞数,及 びBCMを 用 いた肝細胞単独培養にお

























































































Fig.3.肝細 胞 尿 素 合 成 能 に対 す る 骨 髄 間 質 細 胞 の影 響
口:肝 細胞単独 での単 層培養,■:肝 細胞 と骨髄間質細胞の共培 養,四:肝 細胞 と骨
髄 間質細胞 の混合培養,囮:骨 髄細胞か ら調 製 したconditionedmediumを用いた肝












































第4項 骨髄間質細胞か ら放出されるIL・6の定量 と肝細胞機能へ
の影響
IL-6は骨髄間質細胞から放出され,マ ウス において骨髄細胞中にある造血幹細
胞をG1期 に導入 し,増殖させることが知 られている3°).さらにIL-6は肝細胞 に
作用し,CRP(C-reactiveprotein)などの急性期タ ンパ ク質の誘導をする.こ
のIL-6の働きに注 目し,BCM中 にあるにIL-6を定量 し,そ して肝細胞機能 に及
ぼす影響をIL-6中和抗体を用い検討 した.



























Fig.6.骨髄 間 質 細 胞 の 肝 細 胞 尿 素 合 成 能 にお けるIL-6の関 与
口:HFSAを用いた肝細胞単独培養,■:BCMを 用 いた肝細胞単独培養,四:IL-6
中和抗体 とBCMを 用いた肝細胞単独培養,圏:IL-6中和抗体とHFSAを用いた肝
細 胞 単 独 培 養.n=3.*ρ くO.05.
第5項 骨髄間質細胞の同定
骨髄細胞には血球系細胞 と壁着する間質系細胞が存在 している.骨 髄細胞から
培養 し,調 製 した骨髄間質細胞中 に血球系細胞又は造血幹細胞が存在 していない
ことを骨髄間質細胞の抗原マーカーであるcD44を用い確認 した.Fig.7にはFAcs
解析結果を示 した.培 養 した骨髄間質細胞の90%以上の細胞がCD44-positiveで
あり,CD44-negativeな細胞は4%以 下と低か った.こ のことより,骨 髄間質細
胞以外の細胞が肝細胞に影響を与えていないと考えられる.
CD44positive
Fig.7.骨髄 間質 細 胞 のFACS解 析 結 果
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第6項 骨髄間質細胞と肝細胞の共移植におけるアルブミン分泌能
肝細胞 と骨髄間質細胞を混合培養 した多孔性 ヒ ドロキシアパタイ トディスクを
CCI4とフェノバル ビタールを4週 間投与 した肝炎マウスへ移植 し,血 中のアルブ
ミン濃度を測定 した.Fig.3にアルブミン濃度の測定結果を示 した.移 植後2週 目
において混合培養ディスクを共移植 したマウスの血中アルブミン濃度は,肝 細胞













Fig.8.肝炎 マ ウス へ の 肝 細 胞 と骨 髄細 胞 の 共 移 植
1コ:通常のマ ウス,翻:肝 炎マウス(無 処置),國:肝 細胞単独移植 した肝炎 マ




骨髄細胞を採取 して培養 した骨髄間質細胞は,肝 細胞 との孔径1.0μmの メン
ブレンを用いた細胞間接触を伴わな い共培養 において,肝 細胞機能を長期 に維持
する ことができた.こ れは,骨 髄間質細胞か ら放出される因子の影響である.IL-
6の中和抗体をBCMに 添加 し,肝細胞単層培養を行 ったところ,肝 細胞の尿素合
成能は抑制された.Mingesらは,骨 髄間質細胞か ら放出されるIL-6が血球系細
胞を維持する役割があることを報告 している31).骨髄間質細胞か ら放出されるlL-
6は 肝細胞の尿素合成能を高め,維 持することができると考えられる.肝 細胞の
アルブミン分泌能は,lL-6中和抗体の影響を受けていなかった(datanotshown).
このことより,肝 細胞の代謝機能は,IL-6以外の因子の影響を受けてお り,こ れ
は骨髄間質細胞から放出される様々なサイ トカインのネ ッ トワークが関与 してい
ると考えられる.
アパタイ トディスクに肝細胞と骨髄間質細胞を混合培養 し,肝 炎モデルマウス
に移植 したところ,移 植後2週 目に血中のアルブミン分泌能が,肝 細胞単独ディ
スク移植群と比較 し,有 意に高くなっていた.'nVIVOにおいて骨髄間質細胞が,
肝細胞の代謝機能を高めた と考え られる.筆 者 らは,invitroにおいても,ア ルブ
ミン分泌能は混合培養することによって,機 能維持できる ことを示 している.さ
らにアパタイ トディスクは,生 体内に移植すると血管新生が起 こる ことが確認さ
れている14).'nvivoにおいて血管新生によって骨髄間質細胞は,自 らの機能を維
持 し,さ らに,骨 髄間質細胞から放出される因子によって肝細胞機能が高め られ
た考え られる.
骨髄間質細胞は,重 篤な肝疾患に対 しての肝細胞移植 において,肝 細胞機能を
維持 して高めることが示された.こ のことより,骨 髄間質細胞は肝疾患治療をす
る際に患者自身の細胞を用いることで免疫反応 のな い理想的な移植用細胞 になる
ことが期待できる.
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第2章C,EBPβ 遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 傷 害 の 抑 制
第1節 緒 言
肝臓は生体内において代謝,解 毒など多様な機能を担う重要な臓器であ り,肝
細胞は,そ の機能発現をするために高度 に分化をした細胞である.こ の肝細胞が
機能発現をするために肝臓特異的遺伝子発現機構に作用する転写因子がある と考
え られるが,現 在,発 見されていない.い くつかクローニングされた転写因子の
研究か ら,肝 臓で豊富に存在する因子(Liver-enrichedtranscriptionfactor)が肝
臓特異的機能発現 と分化の鍵を握っている と考えられる.
Liver-enrichedtranscriptionfactorにお い て,代 表 的 な 転 写 因 子 に
HNF(hepatocytenuclearfactor)ファミリーとCIEBP(CCAAT/enhancer-binding
protein)ファミリーがある.HNFフ ァミリーはHNF-1,HNF-3,HNF-4,HNF三6
な どから構成 されている.HNF-1はホメオ ドメインを持ったタンパク質であ り,
2種 類の異なった遺伝子にコー ドされたアイソフォームがある.HNF-1は肝癌細
胞の増殖 に関与 していることが報告されている32).HNF-3はフォークヘッ ド,も
しくはウイングヘ リックス構造を持つタンパ ク質であ り,3種 類のアイソフォー
ムが存在する.HNF-3は培養肝細胞において強発現 させることによ り,肝特異的
機能を維持することが報告されている33).また,HNF-4はステロイ ドホルモ ン受
容体 ファミリーに属する転写因子であ り,肝 特異的機能発現 に最 も重要な転写因
子であると考えられているsa).
一方,CIEBPファミリーは,多 様な組織で,細 胞機能 ・分化 に関与する遺伝子
の発現を制御する転写因子群である.CIEBPはC末端側 に塩基性アミノ酸 に富ん
だロイシンジッパー領域を持ったbZIP蛋白であ り,6種類同定されている.CIEBP
















アデノウイルスを作製し,肝 傷害 における有用性 について検討を行った.
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第2節 実 験 方 法
第1項C,"'C遺 伝 子組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス の 調 製
アデノウイルスベクターは,浮 遊細胞及び壁着細胞に対 して導入効率が高い優
れたベクターであ り,基 礎研究から遺伝子治療 にも及ぶ応用研究まで広範に利用
されている.アデノウイルスは,36kbの2本鎖直線状DNAを ゲノムとして持ち,
12個のペン トンベースとファイバーを有する正20面 体構造を している.遺 伝子
導入に用 いるアデノウイルスは通常,複 製に必要なEla,Elb,E3領域を欠損 さ
せ,そ の領域 に目的遺伝子を挿入する.
組換えアデノウイルスは,Ela及びElb領域を恒常的に発現 している293細胞




上 したCre-loxPシステム40)を用いた.Cre-loxPシステムは,発 現 目的遺伝子を
pALCコス ミ ドベクターSwa'サ イ トに発現単位(expressioncasse廿e)を導入
し,後に293細胞内で組換えをするときに,あらか じめ組込まれている2つ のloxP
配列がCre酵素によ り除去される仕組みである.Fig.9にpALCコスミ ドベクター
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第2項 ラ ッ ト初 代培 養 肝 細 胞 へ のC,一 一c遺 伝 子 の 導 入
SpragueDawley系雄 性 ラ ッ トよ り肝 細胞 を採取 し,細 胞培養 用プ レー ト
(FALCON)に1×10scells/cm2の密度で播種 した.細 胞播種と同時にCIEBPβ一
AdVまたはIacZ-AdVを1×10$pfu(moi100)で感染させた.培 養液は,ウ イ リ
アムスE培 地(ICN)に1001U/mLペニシリン,100,ug/mLストレプ トマイシン,
2.5μglmLアムホテ リシンB液 を添加 した基本培地(HFSF)へ10%牛胎児血清
(FBS),10'9Mデキサメタゾン,10-9Mインシュ リンを添加 した培地(IDSA)を
使用し,37°C,5%CO2下で培養を開始 した.培養開始24時 間後にHFSF+10%FBS
(HFSA)に交換 し,培 養を継続 した.
第3項Bromodeoxyuridine(・)に よ るDNA合 成 能 の検 出
BrdUを培養6日 目のCIEBPβ一AdVまたはlacZ-AdVを1×10$pfu(moi100)
で感染 させた肝細胞,ま た非感染肝細胞 に終濃度40μMと なるように添加 した:
24時間後 にBrdUを取 り除き,PBSで洗浄を行った後にエタノールを用いて細胞
を固定 した.次 ぎに2規 定以上の塩酸を用いてDNAの2重 鎖を解離させ,過 酸
化水素を用いて内因性ペルオキシターゼをブロックした.そして1次 抗体(抗BrdU
抗体)を 加えて反応 させたあと,2次 抗体(ABCkitbluelabel)を加え,最 後に発
色液を加えて反応 させた.発 色反応は冷水 にて反応を停止させた.顕 微鏡下で茶
褐色に染色 したBrdU陽性細胞を測定 し,全 細胞数に対するBrdU陽性細胞を係数
化 して,そ の割合をBrdULabelingIndex(BrdUL」.)とした.
第4項 アポ トー シス細 胞 の検 出
第2章1節2項 に従い初代培養肝細胞にC/EBPβ一AdVを1×108pfu(moi100)
で感染 させた.ホ スファチジルセリンは健常時には細胞膜の内側に局在 している
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が,ア ポ トー シス シ グ ナル を 受 け 取 る と局 在 が 崩 れ 細 胞 外 側 に突 出 す る 性 質 が あ
る.そ こで,フ ォス フ ァチ ジル セ リン と親和 性 の あ るAnnexinVを用 いて ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 を検 出 した .培 養4日 目にAnnexinV-Cy3ApoptosisDetectionKit
(MBL)と共 焦 点 レー ザ ー 顕微 鏡(MRC1024ES:BIO-RAD)を用 い ア ポ トー シ ス を
起 こ して い る細 胞 を 検 出 した.
第5項COX・2mRNAの 検 出 とCOX-2阻 害 剤 を 用 い た 細 胞 培 養
誘 導 型 シ ク ロオ キ シ ゲ ナ ー ゼ(COX-2)は,部 分 肝 切 除 後 の 残 存 肝 に お い て
CIEBPβと共 に発 現 が 誘 導 され る こと が 報 告 され て い る41).また,COX-2の プ ロ
モ ー タ ー 領 域 に はCIEBP結合 サ イ トが 存 在 し,CIEBPβホ モ ダ イ マ ー 結 合 に よ り,
COX-2が誘 導 され る41).第2章1節2項 に従 い初 代培 養 肝 細 胞 にCIEBPβ組 換
え アデ ノ ウイ ル ス を1×108pfu(moi100)で感染 させた 後 にCOX-2の 発 現 をRT-
PCRに よ り観 察 を した.セ パ ゾールRNAI(ナ カ ライ テ ス ク)を 用 い,TotalRNA
を 抽 出 し,TakaraRNAPCRKit(タカ ラバ イ オ)を 用 い,逆 転 写 反 応 とPCRを
行 った.逆 転 写反 応 のサ イ クル 数 は1,各 ス テ ップ温 度 は,30℃10分 間,50℃50
分 間,95℃2分 間 にて行 った.PCRの サ イ クル 数 は30,各 ス テ ップ 温 度 は94℃30
秒 間,(55～58)℃30秒 間,72℃2分 間 にて 行 った.Table1に各 プ ライ マ ー の 配
列 を示 した.ア ニ ー リング 温 度 は β一actin及びCIEBPβが55℃,COX-2は58℃
で 行 った.さ らに,CIEBPβ一AdV感染初 代 培 養 肝 細 胞 に お いてCOX-2の 影 響 を
検 討 す る た め に,培 養液 中 にCOX-2選 択 的 阻 害 薬NS398(CALBlOCHEM)を50
μM添 加 し,生 肝 細 胞 数 を 測 定 した.








溶媒のジメチルスルポキシ ド(DMSO)をHFSFに 添加 し,4時 間インキューベ
ト後に生肝細胞数を測定 した.
また,ア ラニンアミノ トランスフェラーゼ(ALT)とアスパラギン酸ア ミノ ト
ランスフェラーゼ(AST)は,広 く臓器 に分布 してお り,肝 細胞が障害を受ける





オ リー ブオ イル に溶 解 した1.Oml/kgCC14をBALBlcマウス(♂,6w)の 腹 腔
へ 投 与 した.CCI4投与6時 間 後,腹 腔 にC/EBPa-AdV1.OX109pfuを投 与 した,、
マ ウス肝 臓 にあ る肝 細 胞 を1.0×10$個と仮 定 し,moi10相当 の組 換 え ア デ ノ ウイ
ル ス を投 与 した.CCI4投与48時 間後 に採 血 を 行 い,血 清 を採 取 した.採 取 した
血 清 中 よ り,ALTとASTの 活 性 を イ ア トロザ イ ムTA-Lq(三菱 化 学 ヤ トロ ン)を








第8項 統 計解析 方法
48(h)




採 取 した ラ ッ ト肝 細 胞 へCIEBPβ一AdVをmoi100で感 染 させ た.C/EBPβ一AdV
にはGFP遺 伝子 が 組み 込 まれ て お り,共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡 を用 いた 肝 細 胞 の 蛍
光 像 よ り,感 染24時 間後 にGFPの 発 現 が 観 察 され た.CIEBPβ一AdV導入 肝 細
胞 の 培 養12日 間の 肝細 胞viabilityをFig.10に示 した.非 感染 肝 細 胞 群,lacZ組
換 え ア デ ノ ウイ ル ス 導入 肝 細 胞 群 と比 較 して,CIEBPβ一AdV導入 肝 細 胞 のviability
は培養12日 間 ほ ぼ維 持 され て いた.肝 細 胞 はinvitroにお いて 通 常,viabilityを
維 持 す る こ とは で きな い.Fig.10の結 果 よ り,CIEBPβを肝 細 胞 内で 強 発 現 す る






















Fig.11にBrdULI.の測 定 結 果 を 示 した,C/EBPβ一AdV導入 肝細 胞群 は ,非 感 染
肝 細 胞 群,IacZ-AdV導入 肝細 胞 群 と比 較 して,有 意 に高 いBrdULI.を示 した .こ


















て検出 した.Fig.12に結果を示 した.非 感染肝細胞とIacZ-AdV導入肝細胞はほ
ぼ全ての細胞が アポ トーシスを起 こ していたの に対 し,GFPを 発現 している
CIEBPβ一AdV導入肝細胞は,ほ とんどアポ トーシスを起 こしていなかった.こ の







Fig.12.c'EBPβ遺 伝 子 導 入 によ る 肝 細 胞 の ア ポ トー シス 抑 制
AnnexinV-Cy3(赤)とGFP(緑)を共焦点 レーザ ー顕微鏡を用いて観察 した.
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第4項 初代培養肝細胞viability維持のメカニズ ム
CIEBPβ一AdV導入 肝細 胞 のviability維持 の メ カニ ズ ム を検 討 す るた め に,COX-2
に着 目を した.CIEBPβ一AdV導入 肝 細 胞 の 培 養6日 目 にお け るRT-PCRに よる
COX-2遺伝 子 発 現結 果 をFig.13Aに示 した.C/EBPQ-AdV導入 肝 細 胞 にお いて
COX-2遺伝 子 の 発 現 が 観 察 され た.こ の こ とよ り,C/EBPβを肝 細 胞 内で 強 発 現
す る こ と によ って,COX-2が 誘 導 され る こ とが 示 され た.さ ら にCOX-2の 選 択
的 阻害 剤 で あ るNS398を 用 い,CIEBPβ一AdV導入 肝 細 胞 のviability維持 にお け
る 関 与 を検 討 した.Fig.13BはNs398を用 いたc1EBPβ一Adv導入 肝 細 胞 の 培養
6日 目に お け るviabilityを示 した.NS398を 用 いる こ とでCIEBPβ一AdV導入肝
細 胞 のviabilityは大 き く減 少 した.こ れ らの こ とよ り,COX-2が肝 細 胞 のviability


















Fig.13.COX・2遺伝 子 発 現 とC尼BPβ 遺 伝 子 導 入 肝 細 胞 のviabilityに及 ぼ す 影 響





第5項Cノ"C遺 伝 子 導 入 に よ る肝 傷 害 の抑 制(invitro)
1)肝細胞傷害モデルの作製(invitro)
採取 したラッ ト肝細胞を用い,培 養48時 間後に1,5,10,50mMのCCI4及
び,溶 媒のジメチルスルホキシ ド(DMSO)をHFSFに 添加 し,4時 間インキュ
ーベ トし,肝細胞数,ALT,ASTの活性を測定 した.結 果をTabletに示 した.こ
の結果より,50mMCC14ではほとんどの肝細胞が死滅し,5mMCC14では肝細胞
に対 しての毒性がほとんど観察されなかった.こ のため10mMCCI4がもっとも




採取 したラッ ト肝細胞にC/EBPβ一AdVを導入 し,感染48時 間後に10mMCCI4
で4時 間インキューベ トし,生 肝細胞数,ALT,ASTの活性を測定 した.結 果を
Fig.14に示 した.CIEBPβ一AdV導入肝細胞は,非 感染肝細胞がCC14添加の影響
で肝細胞viabilityが激減 したのに対 し,ほぼ肝細胞viabilityを維持 していた.ま た,
CIEBPβ一AdV導入肝細胞の培養上清中のALT,ASTの 活性は,非 感染肝細胞と







































Fig.14.C'EBPβ遺 伝 子 導 入 によ る 肝 傷 害 の 抑 制('hvitro)
A:肝細胞数測定結果,B:ALT活性の測定結果,C:AST活性の測定結果.國:非 感染肝細胞(CCI、非添
加),口:非 感染肝細胞(CC1、添加),■:CIEBPβ遺伝子導入肝細胞(CCI、非添加),■:ciEBPs遺伝
子導入肝細胞(CCI4添加),肝細胞数は トリパ ンブル ー色素排 除法を用 い血球計算盤にて測定 した.ALT,AST
活性 は培養上清 より測定 した.n=3.**ρ くO,01
第6項C'EBPβ 遺伝 子導入 による肝 傷害 の抑制(invivo)
BALBlcマウス(6w1♂)へCIEBPβ一AdV1×109pfuを腹腔 に投与 し48時
間後に肝細胞を採取してGFPの 発現を共焦点 レーザー顕微鏡で観察 した.結 果は




たが,毒 性があ り,用 量依存的に急性肝炎や肝障害の原因となることが知 られて
いる.CCI4を高用量で生体 に投与すると,大 量の肝細胞壊死と劇症肝疾患を誘導
する.そ れはヒ トにおいて病理学と生理学的に劇症肝疾患と似ている43-45).CCI4
投与6時 間後 にCIEBPβ一AdV1×109pfuを腹腔に投与 し,CC14投与48時 間後 に
採血を行い,血 清中よりALT,AsTの活性を測定 した.Fig.16に測定結果を示 し
た.C/EBPa-AdV投与マウス群 のALT,ASTの 活性 は,非 投与マウス群及び




































Fig.16.C'EBPβ遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 傷 害 の 抑 制('nvivo)
口:無 処置マウス,■:lacZ遺伝子導入マウス,■:CIEBPβ遺伝子導入マウス.血清中よりALT,AST




肝細胞viabilityは維持 され,増 殖能が高 ま り,アポ トーシスが抑制された.さ ら
にCOX-2の発現が誘導 され,肝 細胞のviability維持に深 く関与 していることが示
唆された.
COX-2は生体内においてアラキ ドン酸経路によ りプロスタグランジン類(PG)
の産生 に関与 している酵素である.PGは ラッ ト初代培養肝細胞のDNA合 成を促
進 し,細 胞増殖作用を示すことが報告 されている46).このことより,肝 細胞 に
CIEBPβ遺伝子を導入することで,COX-2を介 してPGの 産生 によって肝細胞の
増殖能が促進されたと考えられる.InVIVOにおいてC/EBPa-AdVを投与するこ





β遺伝子を導入 し,肝 細胞でCIEBPβを強発現させた.ア デノウイルスは一般的
に細胞 内の細胞質画分に遺伝子を導入するために,導 入された遺伝子が発現する
のは2週 間程度である。また,本 研究においてCIEBPβ遺伝子を導入された肝細
胞は細胞機能を維持 していた.こ れらのことより,CIEBPβが強発現 しCOX-2が
誘導されたが,肝 細胞の癌化などは起こらない,生 体に対 して安全性は高いと考
えられる.
CIEBPβを発現するアデノウイルスは,invitro,invivoにおいてCCI4による
肝傷害を抑制 した.以 上のことより,ア デノウイルスベクターを用いたCIEBPβ





TRXは,分 子量約12,000の原核生物,植 物,ヒ トまで存在する低分子蛋 白で
ある.TRXの立体構造は,3つ の α一ヘ リックスと4つ のβ一ス トラン ドからな り,
Cys-Gly-Pro-cysという特徴的な活性部位を持 っている.この活性部位の2つ の
システイン残基 において,S-S結合をつくる酸化型 と,結 合が切れSH基 をつく
る還元型が存在する.還 元型TRXは チオ レ ドキシン リダクターゼ,フ ラボ蛋白な
どの基質タンパク質のジスルフィ ド結合を還元 し自らは酸化型 となる.酸化型TRX
はNADPHとTRX還 元酵素による還元反応 によって還元型TRXと なる50).この
ように細胞内のRedox制御に関与するTRXは,様 々な作用を持つことが知 られ
ている.細 胞がTNF一α等の刺激を受けると,細 胞内で活性酸素種(ROS)が 産
生するが,TRXはROSの スカベンジャーとして働 く51),またアポ トーシスシグ
ナル伝達に関与するapoptosissignal-regulatingkinase-1(ASK-1)にTRXは結合
することでアポ トーシスシグナル伝達を抑制する52・53).





製 し,ラ ッ ト初代培養肝細胞に導入 した ところ,抗 アポ トーシスと抗ネクローシ
スの効果があることを報告 した24).本研究においては,ヒ トTRX遺 伝子を挿入





















第2項 肝 細 胞 傷 害 モ デ ル の作 製(invitro)
第2章2節6項 に準 じて行った.
第3項TRX・AdVの 投 与 方法
TRX-AdV1.0×108pfuをBALBlcマウス(♂,6w)の 腹腔へ投与 した.マ ウス
肝臓 にある肝細胞を1.0×108個と仮定 しmoi1相当の組換えアデノウイルスを投
与 した.TRX4丶dV投与48時 間後 にCC14を1.Omllkgを腹腔へ投与 した.CCI4投





第4項 血清 中アンモ ニア濃度測定
血清中のアンモニア濃度は,インドフェノール法を用いて測定した57).
第5項 血清 中ALT,AST活 性の測定
第2章2節7項 に準じて行った.
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第6項TRX遺 伝 子 発 現 の 測 定
各臓 器 よ りセパ ゾ ール を 用 いtotal-RNAを抽 出 した.total-RNA鋳型 と して サ ー
マル サ イ ク ラ ー を用 いてRT-PCRを 行 った.RT-PCRは 第2章2節5項 に準 じて
行 った.各 プ ラ イ マ ーの 配 列 はTable3に 示 す.各 プ ライ マ ーの アニ ー リング温
度 は56℃,サ イ クル 数 は30で 行 った.




第7項 肝 組 織 像 の 観 察
BALBlcマウス へTRX-AdVを腹 腔 よ り1×108pfu投与 した.TRX-AdV感染48
時 間後 に1.Oml/kgを腹腔 へ投 与 した.CCI4投与24時 間後 に脱 血 と組 織 固 定 を 行
い,肝 臓 を採 取 した.採 取 した 肝 臓 は適 当 な 大 き さ に切 り,Compound(SAKURA)
を用 い,液 体 窒素 によ って 凍 結 させ た.凍 結 肝 臓 切 片 は凍 結 ミク ロ トーム(Leica)
を用 いて 組 織 切 片(20μm)を 作 製 し,ス ラ イ ドガ ラ ス に移 した.ス ラ イ ドガ ス
の 組 織 切 片 は,真 空 乾 燥 後 にhematoxylin/eosin(HE)染色 を 行 い,位 相 差 顕 微
鏡(IMT2-RFC:OLYPUS)を用 い て 観 察 を 行 っ た.次 ぎ に,撮 影 した 画像 よ り,
photoshop(adobe)とScionImage(ScionCorporation)を用 い て肝 臓が 障害 を
受 けて い る割 合 を算 出 した.
第8項 統 計 解 析 方 法
















採取 したラット肝細胞にTRX-AdVを感染 させ,48時 間後に10mMCCI4を添
加 した培地と交換 した.培 地交換4時 間後に生肝細胞数の測定を行 った.Fig.19
に肝細胞数測定の結果を示 した.TRX-AdV感染肝細胞群の肝細胞数は,非 感染肝
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細胞群 と比較 し,約2倍 であった.ま た,TRX-AdV感染肝細胞群の肝細胞数は,
CCI4で障害を していないTRX-AdV感染肝細胞群の肝細胞数と,ほ ぼ同程度であ


























































の活性は培養上清よ り測定 した.n=3.**ρ く0.01
第3項 生 体 内 にお けるTRXmRNAの 発 現 分 布
TRX-AdV1×108pfuをBALBlcマウスの腹腔に投与 し48時 間後 に,肝 臓,心
臓,肺,胃,腎 臓,小 腸を採取 した.各 臓器から抽出 したTotalRNAからRT-PCR
を行いTRxの 発現を観察 した.Fig.21に結果を示 した.肝 臓でのみTRxの 発現
が観察 され,他 の臓器では発現 していなか った.
TRX-AdV投与 マ ウ ス 無処置マウス
1.肝臓,2.小 腸,3.心 臓,4.腎 臓,5.胃6.肺








腔に投与 し48時 間後にCCI4を投与 した.CCI4投与24時 間後に採血を行 い,血
清中よ りALT,AST活性の測定を行った.Fig.22に測定結果を示 した.TRX投与
マウス群のALT,AST活性は,非 投与マウス群及びLacZ-AdV投与マウス群 と比






























生体の肝機能が傷害 されると血液中のアンモニア濃度が上昇 し,肝 性脳症 とな
り意識不明になる障害を及ぼす58).血液 中にあるアンモニアや,有 毒物質を除去
する ことは劇症肝炎の治療 において最 も重要であり,現 在は血液透析の手法を応
用 して行われている.そ こでTRXがinVIVOにおいて肝機能に及ぼす影響を検討
した.Fig.23に測定結果を示 した.TRX-AdV投与マウス群のアンモニア濃度は,













Fig.23.TRX遺伝 子 導 入 に よ る 肝 機 能 低 下 の 抑 制(invivo)






織像をFig.24(A～c)に示 した.CCI4で傷害を与えたマウスは,血 管の周 りを中
心として肝細胞が壊死を起こしていた.TRX-AdVを投与し,CCI4で傷害を与えた
マウスでは,傷 害を受けている像 と,傷 害を受けていない像が観察された.各 組
織の切片画像よりphotoshopとScionlmageを用いて,肝 臓が傷害を受けている


















ことで,CCI4による細胞傷害を抑制することを示 した.TRXは,ヒ ー トシ ョック,
UV,過酸化水素など様々な刺激やス トレスによる細胞死から保護することが報告
されている59).また,肺 虚血傷害などか らの回復を促進する効果が報告されてい
るsa).しか しこれ らは,内 在性のTRXの 効果である.本 研究は,ア デ ノウイル
スベクターを用いて ヒトTRX遺 伝子を形質導入 し,TRXを 強発現 させる ことで
肝傷害を抑制 した.TRXと酸化ス トレスの関係が最近研究され,TRXに 抗酸化作




スシグナル伝達を抑制 し,ROSの スカベンジャーとして働 くことが報告されてい
る66).Okuyamaらは,TRXトランスジェニックマウスを用いてTRXを 強発現す
ると,ア ポ トーシスシグナルであるCaspaseの活性を抑制することでチオアセ ト
アミ ドとリボ多糖体の肝傷害が抑制 されたと報告 している67).これ らのことよ り,
TRX-AdVによってTRXを 肝細胞内で強発現させることによって,ア ポ トーシス
を抑制することでCCI4による細胞障害を抑制 したと考えられる.さ らに,血 中ア
ンモニア濃度の上昇が抑制されていることか ら,生 存 した肝細胞が肝機能を維持
していたことが示唆できる.
本研究においては ヒトTRX遺伝子がアデノウイルスベクターにより肝臓でのみ
強発現することを示 してお り,さ らにアデノウイルスは発現を持続する期間が2
週間程度であることを確認 している.こ のため,ア デ ノウイルスベクターを用い
てTRXを 強発現することは,生 体 に対して障害を及ぼさないために,安 全性が高







分泌能を高く維持 した.こ れ らの骨髄間質細胞による肝細胞機能の維持 には,
骨髄間質細胞か ら放出されるIL-6の関与が示唆された.
2)多孔性 ヒドロキシアパタイ トディスクを用いた,肝 細胞と骨髄間質細胞の共移
植は,血 中のアルブミン濃度を高めた.
3)CIEBPβ遺伝子をアデノウイルスベクターを用 い,初 代肝細胞に導入すること












ることで肝細胞尿素合成能 と肝細胞 アル ブミン分泌能を高く維持することができ
た.さ らに,細 胞間接触のある混合培養 においては肝細胞アルブミン分泌能 を高
めた.そ して,こ の作用には骨髄間質細胞から放出されるサイ トカインであるIL-
6が関与 していることで示唆できた.ま た,肝 細胞アルブミン分泌能の維持 には,
IL-6以外の因子が関わ っており,骨 髄間質細胞か ら放出される様々なサイ トカイ
ンネ ッ トワークによって肝細胞機能が維持できることが示唆された.さ らに多孔
性 ヒ ドロキシアパタイ トデ ィスクを足場材料に用い骨髄間質細胞 と肝細胞 を混合
培養 し,肝 炎マウスへ共移植 した ところ,共 移植 したマウスのアルブミン分泌能
は肝細胞単独移植と比較 して有意 に高くな った.こ れ らのことよ り骨髄間質細胞
は肝細胞機能を高める,肝 細胞移植 において有用な細胞であるこが示された.
肝臓 において豊富に存在する転写因子であるCIEBPβは,ラ ッ ト初代培養肝細








細胞 内redox制御 に関与 している低分子蛋白であるTRXは,初 代培養肝細胞
のネクローシス とアポ トーシスを抑制 し,肝細胞viabilityを維持する.さらに,TRX
はラッ ト初代培養肝細胞 においてCCI4による細胞傷害を抑制 した.また,TRX-AdV
をマウスへ投与 したあとにCCI4による傷害を与えた急性肝傷害マウスにおいて血
中のALT,AST活 性の抑制,さ ら血 中のアンモニア濃度の上昇が抑制され,HE
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